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背景と目的 
一般的に、微生物が生産するリパーゼは油や脂
肪酸、界面活性剤などによって発現誘導されるが、
当研究室ではこれまでに Ralstonia sp. NT80 
(NT80)が分泌するリパーゼ(LipA)が stearyl alcohol
等の高級アルコールによって顕著に生産誘導され
ることを見出している 1)。その高い生産性と耐熱
性から産業利用も期待されるが、その誘導機構は
不明だった。一方、リパーゼ超誘導発現システム
において、界面活性作用を有するタンパク質(EliA)
も大量に分泌されることが分かっている。このタ
ンパク質をコードする遺伝子破壊株では stearyl 
alcohol によるリパーゼ生産誘導効率が著しく減
少することが分っている 2)。そこで本研究では
超誘導発現システムの機能解明を目指し、その
足掛りとして eliA の転写単位決定に加え、lipA
及び eliAの転写因子を決定することを目的とし
た。 
 
実験方法 
eliA 遺伝子転写単位決定 
 stearyl alcoholを添加した培地で NT80を 72 h
培養し、24 h毎に培養液から total RNAを抽出
した。得られた RNA をテンプレートに cDNA
を合成し、eliA 遺伝子の上流と下流に存在する
6 遺伝子の間を特異的に増幅するプライマーを
用いて PCRを行った。 
ompW 転写活性測定 
NT80 から total RNAを抽出し、それをテンプ
レートに cDNA を合成した。この cDNA を用い
てインターカレーション法による RT-qPCR を
行い、eliA 遺伝子とオペロンを形成する ompW 
遺伝子の転写活性を測定した。 
Electrophoresis mobility shift assay (EMSA) 
eliA の転写調節領域をプローブにして、DNA-
タンパク質の相互作用の検出を試みた。eliA 遺
伝子上流 200 bp を PCR 法により増幅し、ジゴ
キシゲニン(DIG)タグを付加した。これに NT80
細胞質分画を相互作用させ、native PAGEにより
分離し、ナイロンメンブレンに転写した。その
後 DIG特異的抗体を用いて、DIG 標識プローブ
を発色検出した。 
Pull-down assay 
 eliA遺伝子上流200 bpをPCR法により増幅し、
ストレプトアビジンのタグを付加した。NT80
細胞質を硫酸アンモニウム沈殿にて分画後、透
析によって硫酸アンモニウムを除いた。得られ
たタンパク質分画をプローブと相互作用(4°C 6 
h)させた後、ストレプトアビジンビーズへと固
定化した。その後、SDS によってビーズから
DNA-タンパク質複合体を溶出させ、SDS-PAGE
によりプローブと相互作用するタンパク質を検
出した。また同様の方法を用いて lipA遺伝子に
関しても転写因子探索を行った。 
 
結果及び考察 
eliA 遺伝子転写単位決定 
 stearyl alcohol 存在下で 24 h 培養した NT80
から抽出した RNA を用いて転写単位を決定し
たところ、eliA 遺伝子は ompW を含む上流３つ
の遺伝子とオペロンを構成していることが確認
された(Fig. 1)。 
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Fig.1 eliA遺伝子転写単位の決定 
ompW転写活性測定 
eliA の直上流に
位 置 し て い る
ompW の転写活性
を測定したところ、
stearly alcoholを添
加していないもの
と比較し、24  h
後から転写誘導が観察された。この結果から、
eliA の転写は opmW 上流域からのプロモーター
からも誘導されていることが明らかになった。 
EMSA 
 タンパク質-DNA 複合体形成によってシフト
バンドが観察された。このことから eliA 遺伝子
の転写因子が硫酸アンモニウム濃度 40%～70%
で沈殿するタンパク質分画に含まれていること
が示唆された。 
 
 
 
 
Fig. 3 Gel shift assay 
 
Pull-down assay 
 EMSAでシフトバンドが観察されたタンパク
質分画を用いてストレプトアビジンによる
Pull-down assay を試みた。その結果、eliA 遺伝
子転写領域へ結合するタンパク質の検出に成功
した(Fig. 4)。しかし検出されたバンドのシグナ
ルが弱いため、このタンパク質が転写因子であ
ることを確認するまでには至っていない。 
 
 
 
 
Fig. 4 Pull-down assayによる転写因子探索 
 
まとめ 
 eliA 遺伝子の転写単位を決定することで、
ompWと共転写されていることが分った。また、
eliA 遺伝子の転写調節領域に結合するタンパク
質の検出に成功した。 
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M 100 bp DNA ladder 
1 RT-PCR ① 
2 RT-PCR ② 
3 RT-PCR ③ 
4 RT-PCR ④ 
5 RT-PCR ⑤ 
6 RT-PCR ⑥ 
0  free プローブ     3硫安濃度 ～30％  6硫安濃度 ～60％ 
1硫安濃度 ～10％  4硫安濃度 ～40％ 7硫安濃度 ～70％  
2硫安濃度 ～20％    5硫安濃度 ～50％ 
    
M prestained protein marker 
1 ベイト DNA有         3 ベイト有 Wash液 
2 ベイト DNA無(control)  4 ベイト無 Wash液 
Fig.2 ompWの転写誘導 
